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論文内容要旨
 生物は正常代謝過程の副産物として活性酸素を産生するために,常にその攻撃にさらされている。活性
 酸素はタンパク質や脂質,炭水化物,ヌクレオチドなど,ほぼ全ての生体分子を酸化し損傷する。活性酸
 素によってもたらされたヌクレオチドやDNAの損傷は100種以上を超えるとされ,その中には変異原性や
 致死性をもつ損傷も含まれる。なかでも酸化グアニンの生成はその主要部分を占める。これらの酸化塩基
 は自然突然変異の原因となり,発癌や遺伝子疾患を導く。肺癌組織のDNA中では,酸化損傷塩基が正常
 コントロールより9倍も多く存在し,アルツハイマー病においても酸化修飾塩基の修復に関わる遺伝子に
 問題がある可能性が示唆されている。
 この酸化塩基の危険性を回避するために,,生物は多くの修復酵素を保有しており,大腸菌でもっともよ
 く研究されている。それらの修復酵素間には,多くの機能的重複がみられ,損傷DNAの修復の重要性が
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 うかがわれる。真核生物でも大腸菌と類似の酵素が数多く発見されているが,大腸菌の対応酵素と単純に
 は一対一の対応をとっておらず,基質特異性などに多くの違いがみられる。
 活性酸素はグアニンを8-oxo-Gに酸化する。ヌクレオチドプール中のdGTPが酸化されると8-ox〔)一
 dGTPになる。8-oxo-dGTPはDNA複製時にDNA中のシトシンとのみならずアデニンとも対を形成する
 ので,ミスペアでDNAに取り込まれ,結果としてA:T-C:Gトランスバージョン変異を引き起こす。この
 変異を防ぐ酵素として,これまで唯一MutTが明らかにされた。MutTは8-oxo-dGTPを8-oxo-dGMf)に
 分解し無害化する。そのため肌厩丁欠損大腸菌は高い変異頻度を示す。この高い変異頻度を利用して,活
 性酸素によって生じる変異原性損傷塩基8-oxo-dGTPを修復する新たな遺伝子を,大腸菌からクローニン
 グしょうと試みた。大腸菌侃砒丁欠損株を用いて,大腸菌ゲノムライブラリーをスクリーニングし,1η砒丁
 欠損株の高い変異頻度を抑制する遺{云子としてrめA遺伝子をクローニングした。rめ.4はりボフラビン合
 成系酵素の一つGTPcyclohydrolaseHタンパク質(GCHn)をコードする遺伝子であり,GCHIIは
 GTPからギ酸とピロリン酸を切り離し,2,5-diamino-6-ribosylamino-4(3H)一pyrimidinone5'一phosphate
 を産生する21.8kDaのシングルポリペプチドタンパク質である。rめ、4を肌碗丁欠損株に導入した場合,ベクター
 のみの場合に比べて30倍も変異を抑制した。GCHHを精製して加ol乙roで活性を調べた結果,GCHIIはリボフ
 ラビン合成反応におけるGTPcyclohydrolase且活性に加えて,8-oxo-dGTPおよび8-oxo-GTPに対する
 pyrophosphatase活性であるMutT活性をも有していた。GTP,8-oxo-dGTP,8-oxo-GTPの3基質に対す
 るK。値がどれも同程度であることから,GCHIIのMutT活性はGTPCyclOhydrOlaSeII活性と同様にGCHII
 の正規の活性といえる。これより,GCHIIはリボフラビン合成系酵素として'機能しているだけでなく,活性酸
 素によって生じた変異原性ヌクレオチドの除去活性を有する2機能性の酵素であることを明らかにした。さらに,
 変異抑制作用の反応機構をもとに,リボフラビン合成反応におけるこれまで未知であった反応'機構のモデルを
 提唱した。
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 論文審査の結果の要旨
 好気性生物が行う酸素代謝の結果,生物体内には多様な活性酸素種が形成される。このような活性酸素は,
 細胞膜や核酸を攻撃し損傷を作る。核酸に出来た活性酸素による損傷は,自然突然変異の主要な原因として
 注目を浴びると共に,がんや老化の原因となることが近年明らかになってきた。一方生物は,活性酸素による
 塩基損傷を修復する機構を獲得し進化してきた。このような修復系を欠損した場合,大腸菌では,自然突然
 変異が非常に高いmutatorと呼ばれる。
 小林昌彦提出の論文では,ヌクレオチドプールのdGTPの酸化損傷,8-oxodGTPの修復酵素として知られ
 ている大腸菌MutTタンパク質を,バックアップする修復系が存在することを予想し,その遺伝子をクローニン
 グすること,及びその遺伝子産物の機能を明らかにしょうとした。
 大腸菌肌砿丁一株を相補する遺伝子を大腸菌遺伝子ライブラリーからスクリーニングしたところ,得られた1
 っの遺伝子は,大腸菌rめ、4遺伝子をコードしていた。RibAタンパク質はGTPを基質として,リボフラビンを
 生合成する反応の最初の過程に関わる酵素である。RibAタンパク質が8っxodGTPを分解する機構を明らかに
 するため,RibAタンパク質を精製し,invitroで調べたところ,RibAタンパク質は,
 8-oxodGTPだけでなく,8-oxoGTPも基質にして,ヒ。ロリン酸を解離する機能を持つことを明らかにした。即
 ち,従来から知られている,GTPを基質にリボフラビンを作る作用の他に,8-oxo(d)GTPを基質にする機構
 も存在することを初めて明らかにした。
 次ぎに,RibAタンパク質が8-oxo(d)GTPを認識する機構について実験し,グアニン8Cが水酸化された結果,
 GTPの立体構造が変化し,RibAによっても認識させることを示した。
 本論文で小林昌彦はRibAタンパク質の機能について全く新しい作用機構を提案した。これらの成果は自立
 して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を備えていることを示している。したがって,小林昌彦提
 出の論文は博士(理学)の学位論文として合格と認める。
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